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Die Herzinsuffizienz ist zum heutigen Zeitpunkt eine der am weitesten verbreiteten kardia-
len Erkrankungen (McMurray und Stewart 2000; Mosterd und Hoes 2007) . Laut der
Framingham-Studie erkrankt einer von funf Menschen im Laufe seines Lebens an dieser
kardialen Erkrankung (Lloyd-Jones et al. 2002).  Aufgrund des demographischen Wandels
wird langfristig die Inzidenz der Herzinsuffizienz noch weiter zunehmen, da die Erkrankung
gerade in höherem Alter eine erhöhte Prävalenz zeigt (McMurray und Stewart 2000;
Mosterd und Hoes 2007). 
Die Grundlagenforschung der Herzinsuffizienz in den letzten Jahrzehnte zeigte, dass fur
die Pathogenese der Herzinsuffizienz unter anderem eine Fehlregulation des Kalziumstoff-
wechsels mitverantwortlich ist (Neef und Maier 2013). Ursächlich hierfur scheint vor allem
eine Störung der Kalziumspeicherung und -Freisetzung aus dem SR zu sein. Daruber hin-
aus scheint der  Kalzium/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase (CaMKII) eine größere Be-
deutung in der Entstehung der ischämischen und dilatativen Kardiomyopathie zuzukom-
men (Fischer et al. 2013).
Im Rahmen der Herzinsuffzienz kann es sowohl durch ein fortschreitendes Pumpversagen
des Herzens, als auch durch das Auftreten von kardialen Arrhythmien zum Exitus letalis
kommen. Studien zeigten, dass in ca. 50% der Fälle die Todesursache der Patienten mit
einer Herzinsuffizienz kardiale Arrhythmien waren (Packer 1985; Farr und Basson 2004).
Ein Zusammenhang zwischen Herzinsuffizienz und einer erhöhten Neigung zu kardialen
Arrhythmien konnte bereits an diversen Tiermodellen gezeigt werden (u.a. Wu et al. 2002;
Khoo et al. 2006, Wagner et al. 2006).
In der vorliegenden Arbeit war es das Ziel, zu untersuchen, ob in einem allgemein akzep-
tierten Herzinsuffizenz-Modell (Maier et al. 2003; Zhang et al. 2003) vermehrt kardiale
Arrhythmien vorliegen und die hierfur potentiell ursächlichen Mechanismen zu untersu-
chen.
In diesem Zusammenhang war es ein Ziel, eine Verbindung zwischen den Ergebnissen
auf zellulärer Ebene elektrophysiologisch in vitro und dem Organ in vivo zu schaffen. Da-
bei wurden isolierte Kardiomyozyten aus herzinsuffizienten transgenen Tieren auf zellulä-
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rer Ebene, und unter vergleichbaren Bedingungen, herzinsuffiziente Tiere mittels in vivo
EKG-Registrierungen untersucht.
In der Einleitung werden zunächst die Grundlagen der Herzmuskelzelle dargestellt. Wei-
terhin wird die Entstehung des Aktionspotentials beschrieben und der Begriff der elektro-
mechanischen Kopplung erläutert. Darauf folgt eine Beschreibung des Kalziumstoffwech-
sels und der CaMKII, sowie der physiologische Funktion der CaMKII im Rahmen der elek-
tromechanischen Kopplung.
Abschließend wird der Zusammenhang der CaMKII-Überexpression mit der Herzinsuffizi-
enz erörtert.
 1.1 Die Herzmuskelzelle
Der Herzmuskel besteht, wie alle anderen Muskeln, aus vielen spezialisierten quergestreif-
ten Muskelzellen, den sogenannten Kardiomyozyten. Die Zellmembran dieser wird als
Sarkolemm, das Zytoplasma als Sarkoplasma und das endoplasmatische Retikulum einer
jeden Herzmuskelzelle als sarkoplasmatisches Retikulum (SR) bezeichnet.
Jeder Muskel kann durch Verkurzung Kraft erzeugen. Dabei ist der Grundstein dieser
Funktion die Bewegung der sogenannten Myofilamente gegeneinander. Die Myofilamente
selbst sind Proteine, welche den Hauptbestandteil einer jeden Muskelzelle bilden.
Damit es jedoch zu einer gerichteten Erregungsausbreitung und somit regelhaften Kon-
traktion kommen kann, werden die Kardiomyozyten an den Glanzstreifen uber gap
junctions untereinander zu einem „funktionellem Synzytium“ zusammengeschlossen
(Junqueira und Carneiro 1998).
Das Sarkolemm enthält transversale Einstulpungen die sogenannten T-Tubuli. Aufgrund
der tiefen Einstulpungen der T-Tubuli kann das elektrische Signal, das Aktionspotential, in
kurzester Zeit in einer Verkurzung der Sarkomere umgesetzt werden. Dies verdeutlicht die
enorme Bedeutung der T-Tubuli fur die elektromechanische Kopplung.
Anzumerken ist, dass die Kardiomyozyten, wie jede andere Zelle auch, noch eine Reihe
von Zellorganellen wie zum Beispiel Lysosomen, Mitochondrien, sowie verschiedenste
Proteine anderer Funktion enthalten, welche fur die Aufrechterhaltung der Zellphysiologie




 1.2 Die elektromechanische Kopplung am Herzen
Das Aktionspotential (AP) ist das elektrische Signal, welches entsteht, wenn eine Herz-
muskelzelle stimuliert wird. Der Zusammenhang zwischen der elektrischen Antwort der
Zelle, im engeren Sinne dem Aktionspotential, und der mechanischen Antwort der Kon-
traktion, wird als elektromechanische Kopplung bezeichnet.
 1.2.1 Das ventrikuläre Aktionspotential
Das Ruhemembranpotential von Kardomyozyten liegt bei ungefähr - 85 mV und entspricht
in etwa dem Kalium Gleichgewichtspotential. Wird eine Zelle elektrisch angeregt so verän-
dert sich das Membranpotential. Als Folge dieser Veränderung des Membranpotentials
entsteht ein Aktionspotential. Dieses wird am Herzen in Funf Phasen (siehe Abb. 1.1) ein-
geteilt (Couchonnal und Anderson 2008). In Phase 0 werden, sobald ein gewisses
Schwellenpotential uberschritten ist, spannungsabhängige Natrium-Kanäle geöffnet. 
Aufgrund der hohen Differenz zwischen intra- und extrazellulärer Natriumkonzentration,
kommt es zu einem schnellen Natriumeinwärtsstrom (INa). Dieser fuhrt zu einer weiteren
Depolarisation der Membran. Dies zeigt sich in dem sogennanten „Overshoot“, zu Beginn
des Aktionspotentials (Bers 2001). Diese Phase wird auch als Depolarisations- oder Auf-
strichphase bezeichnet. Als nächstes öffnen sich transiente auswärtsgleichrichte  Kalium-
kanäle („transient outward current“, Ito). Die spannungabhängigen Natrium-Kanäle (INa) hin-
gegen werden nach bzw. noch in Phase 0 inaktiv. Die Offnung der I to wird als Phase 1 des
Aktionspotentials bezeichnet, dabei kommt es zu einer kurzen Repolarisation, durch die
Inaktivierung der INa.
In der darauf folgenden Phase 2 kommt es als Folge jener Veränderung des Membranpo-
tentials, zur Offnung spannungsabhängiger L-Typ-Kalziumkanäle (sogenannte „Dihydropy-
ridin“- (DHP-) Rezeptoren). Kalzium strömt entlang seines elektrochemischen Gradienten
in die Zelle ein (ICa). Dabei ist die Triebkraft fur den Kalziumeinstrom geringer als die des
Natriums, folglich ist der Kalziumeinstrom langsamer und dauert länger an. In dieser Pha-
se des AP sind zugleich auswärtsgerichtete delayed rectifier-Kaliumkanäle (IKs und IKr) ge-
öffnet und halten sich mit dem Kalziumeinstrom die Waage.




In enger räumlicher Lage zu den L-Typ Kalziumkanälen liegen die sogenannten
Ryanodin-Rezeptoren (RyR2), welche als Kalzium Freisetzungs-Kanäle des sarkroplas-
matischen Retikulums (SR) fungieren. Diese Kanäle werden durch das von außen einströ-
mende Kalzium aktiviert und geöffnet. Als Folge jener Offnung resultiert ein kalziumgetrig-
gerter Kalzium-Ausstrom aus dem SR (Birkeland et al. 2005, Fabiato A und Fabiato F
1975). Die Kalziumkonzentration der Zelle steigt von 100 nM auf Werte von ca. 1 mM
(Bers 2001), dieser Anstieg fuhrt zur Aktivierung des Kontraktionszyklus in der Zelle
(Blinks 1986).
Abb. 1.1 Der Ablauf des Aktionspotentials in Phasen.
Modifiziert nach Couchonnal und Anderson, Seite 153.
Damit die intrazelluläre Kalziumkonzentration absinkt sind vor allem zwei Vorgänge in der
Herzmuskelzelle von Bedeutung. Durch eine in der Membran des SR befindliche,
ATP-getriebene Kalziumpumpe (SR Ca2+-ATPase oder SERCA2a) kommt es zur aktiven
Aufnahme von Ca2+-Ionen in das SR.  
Dieser aktive Vorgang hat eine rasche Abnahme der Kalziumkonzentration zur Folge. Zum
anderen wird Kalzium uber die Zellmembran in den Extrazellulärraum befördert. Dies ge-
schieht durch eine Ca2+-ATPase und einen Austausch-Carrier innerhalb der Zellmembran,
den sogennanten Natrium/Kalzium- Austauscher (NCX). 
Dieser transportiert drei Na+-Ionen entlang ihres elektrochemischen Gefälles in die Zelle




strom, ist die niedrigere intrazelluläre Natriumkonzentration. Dieser Gradient wird durch
die membranständige Na+/K+-ATPase aufgebaut, welcher zugleich den Motor des sekun-
där aktiven Kalziumtransportes in den Extrazellulärraum darstellt. Somit wird die intrazellu-
läre Kalziumkonzentration wieder auf Ihren Ausgangswert von ungefähr 100 nM abge-
senkt. In dieser Phase des AP nimmt zudem der Kaliumausstrom uber die delayed
rectifier-Kaliumkanäle aufgrund des elektrochemischen Gradienten zu. Dies entspricht der
Phase 3 des Aktionspotentials der Repolarisationsphase (siehe Abb. 1.1).
Als Folge dessen wird das Membranpotential wieder auf Ruhewerte von - 85 mV absinken
(siehe Abb. 1.2).
Um das Membranpotential, bis zur Auslösung des nächsten Aktionspotentials auf Ruheni-
veau zu halten, sind in der Phase 4, der Phase des Ruhemembranpotentials des Aktions-
potentials, einwärts gleichgerichtete Kaliumkanäle (inward rectifier channels) aktiv (Birke-
land et al. 2005; Bers 2008).
Abb. 1.2 Die elektromechanische Kopplung am Herzen. Kasten: Aktionspotential (schwarz, AP) in Relation
zur intrazellulären Kalziumkonzentration (blau,[Ca]i), so wie die Kontraktion der Zelle (rot gestrichelt). Systo-
lischer Ca2+-Einstrom und die daraus resultierende Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung (rote Pfeile), als Antwort
auf die zelluläre Erregung durch das Aktionspotential. Diastolischer Rucktransport des Ca2+ ins SR (grune
Pfeile).
   Modifziert nach Beers 2002, Seite 200.
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 1.3 Der Kalziumstoffwechsel der Herzmuskelzelle
In diesem Abschnitt werden die zytoplasmatischen Strukturen sowie dessen Proteine und
Signalwege, welche zur Regulation des Kalziumhaushalts beitragen, näher erläutert. Die-
ses detaillierte Bild der Regulation des Kalziumhaushalts ist notwendig, da die Kalzium-
konzentration innerhalb der Zelle eine enorme Bedeutung fur die Kontraktion und
Relaxation der Herzmuskelzelle hat. Zusammengefasst gilt, dass Kalzium das Bindeglied
zwischen elektrischer Zellerregung und mechanischer Kontraktion der Zelle darstellt. Im
Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit sei daruber hinaus darauf hingewiesen, dass
ein insuffizienter Kalziumhaushalt, der sich zum Beispiel in Form eines sogenannten Kalzi-
umlecks zeigen kann (siehe unten) fur das Entstehen von kardialen Arrhythmien verant-
wortlich sein kann (Maier et al. 2003). 
Eine irreguläre diastolische Freisetzung von Kalzium aus dem SR kann somit zu unregel-
mäßigen Ionenverscheibungen bis hin zu kardialen Arrhythmien fuhren. Dieser Problema-
tik wird, unter anderem, in der vorliegenden Arbeit nachgegangen
 1.3.1 Die SR Ca2+-Aufnahme: Das Phospholamban und die sarkloplasmatische
Ca2+-ATPase (SERCA2a)
Das Sarkoplasmatische Retikulum (SR) ist ein wichtiger Kalziumspeicher der Kardiomyo-
zyten. Die Kontraktionskraft des Myokards ist von der Menge des während der Systole
freigesetztem Kalziums abhängig, dies korreliert wiederum mit der Menge des im SR ge-
speicherten Kalziums. Das SR stellt somit ein bedeutendes Zellorganell fur den myokar-
dialen Kontraktionszyklus und den kardialen Rhythmus dar. Es ermöglicht die Kalziumauf-
nahme während der Diastole und dessen Freisetzung während der Systole. Über eine
aktive sarkloplasmatische Ca2+-ATPase (SERCA2a) in der Membran des SR werden
Ca2+-Ionen in das SR befördert und in den terminalen Zisternen am luminalen Calseque-
strin gespeichert (Bers 2001). Das Phospholamban (PLB), ein kleines Homopentamer,
welches sich an der Membran des Sakroplasmatischen Retikulums befindet, reguliert wie-
derum die Aktivität der SERCA2a. Jenes geschieht, indem es im dephosphorielierten (mo-
nomeren) Zustand die SERCA2a, durch Herabsetzen ihrer Kalziumaffinität sowie Erhö-
hung der mittleren effektiven Konzentration fur Kalzium, inhibiert (Bers 2001). Wird das
PLB phosphoryliert geht es in eine pentamere Struktur uber, womit die Affinität zum regu-
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lierendem Protein sinkt. Es kommt zur Abdissoziation des PLB von der SR Ca2+-ATPase
und folglich zur Aktivitätssteigerung der SERCA2a. 
Die Phosphorylierung des Phospholamban kann uber verschiedene Mechanismen und an
verschiedenen Stellen des Proteins erfolgen. Kommt es, zum Beispiel physiologischerwei-
se durch Katecholamine, zu   einer ß-adrenergen Stimulation, so wird PLB (an Serin-16)
durch die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert. Des Weiteren kann die
Phosphorylierung auch uber die Ca2+/Phospholipid-abhängige Proteinkinase C am Se-
rin-10 und uber die Ca2+-Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) an Threonin-17
erfolgen (Haghighi et al. 2014). Dies ist entscheidend fur die Muskelrelaxation während
der Diastole und fur die Bereitstellung von Kalzium in der Systole. 
 1.3.2 Die SR Ca2+-Ausschüttung: Ryanodin-Rezeptoren (RyR2)
Die Offnung der SR Ca2+-Freisetzungskanäle (RyR2) Kanäle wird durch eine steigende in-
trazelluläre Kalziumkonzentration bedingt. Dies ist eine Besonderheit der Herzmuskelzelle
und wird als „Ca2+-induced Ca2+-release“ bezeichnet (Fabiato 1983). Dafur sind im We-
sentlichen die intrazellulär gerichteten Kalzium-Kanäle des L-Tubulus (sogenannte Kalzi-
umstrom oder „ICa“) verantwortlich. Die aus der Offnung dieser Kanäle resultierende er-
höhte Kalziumkonzentration aktiviert den Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) der Herzmuskelzel-
le. Dieser Rezeptor ist ein uber Ryanodin hemmbarer, sowie durch Koffein aktivierbarer
Rezeptor, der die Aktivität der Ca2+-Freisetzungskanäle des L-Tubulus reguliert. Wie be-
reits oben erwähnt, kann es im Rahmen eines sogenannten „leckenden“ 
Ryanodin-Rezeptors zur spontanen, proarrhythmischen Ausschuttung von Kalzium kom-
men. Ein möglicher Auslöser solch eines SR Ca2+-Lecks stellt, neben einer intrazellulären
Kalziumuberladung, auch eine Phosphorylierung der RyR2 an spezifischen Aminosäuren
dar. Hauptverantwortlich scheinen hierfur Ser-2808  (PKA-Phosphorylierungsstelle) sowie
Ser-2814 (CaMKII-Phosphorylierungsstelle) zu sein (siehe unten). 
Dabei ist in humanen Kardiomyozyten die Menge des aus dem SR freigesetzten Kalziums
weitaus größer (60-70%) als die durch die L-Typ Ca2+-Kanäle freigesetzte Menge (30-
40%), je nach Spezies und Herzfrequenz (Bers 2001; Maier et al. 2000). Anzumerken ist
jedoch, dass die Bedeutung des aus dem longitudinalem System freigesetzten Kalzium in
15
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Mäusemyozyten, welche in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, mit 90 % des sy-
stolischen Kalziumaufstrichs weitaus größer ist, als in humanen Myozyten.
 1.4 Die Kalzium/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII)
Die CaMK ist eine vom Kalzium/Calmodulin-Komplex abhängige multifunktionelle
Serin/Threonin Proteinkinase. Sie lässt sich unter anderem in Kardiomyozyten, aber auch
in Neuronen nachweisen. Von den vier verschiedene Isoformen der CaMK: I, II, III und IV,
wird in dieser Arbeit das Augenmerk auf die Isoform II, welche die vorherrschende Form
der CaMK in der Herzmuskelzelle ist, gelegt (Braun und Schulman 1995; Maier und Bers
2007).
 1.4.1 Struktur und Aktivierung der CaMKII
Nach heutigen Wissensstand, wird die CaMKII von vier Genen kodiert: α, β, γ und δ. Bei
der CaMKIIδ liegen wiederum zwei Splicevarianten vor. Die Splicevariante CaMKIIδc als
zytosolische Variante, und die CaMKIIδB, welche die Zellkernvariante der CaMKII darstellt
(Rokita und Anderson 2012).
Anzumerken ist, dass in Kardiomyozyten die Isoform CaMKIIδ, die dominierende Form ist.
Ein CaMKII-Monomer, wovon sechs bis zwölf das radartige Holoenzym der CaMKII bilden,
besteht aus jeweils drei Domänen.
Die carboxyterminalen Enden dienen der Oligomersation und Enzymassoziation und befin-
den sich im Zentrum des Holoenzyms. Die aminoterminale, katalytische Domäne der
CaMKII ragt aus dem radartigen Holenzym nach außen. Zwischen diesen beiden Domä-
nen befindet sich der zentral-regulatorische Anteil des Enzyms, welcher einerseits die
Bindunsgsregion des Calmodulins beinhaltet als auch eine autoinhibitorische Funktion
ausubt (Erickson 2014).
Das Calmodulin, welches durch die Bindung von vier Kalziumionen, bei steigender intra-
zellulärer Kalziumkonzentration aktiviert wird, interagiert in der Folge mit der regulatori-
schen Domäne der CaMKII. Als Folge dieser Interaktion wird der autoinhibitorische Anteil




Somit ist die Kinase aktiviert und kann wiederum uber die Phosphorylierung des
Threonin-287, der benachbarten CaMKII, diese in eine aktive Form uberfuhren (Zhang und
Brown 2004; Mattiazzi et al. 2015).
Das bedeutet das Holenzym wird durch die benachbarten CaMKII autophosphoryliert. Dies
fuhrt zu einer ca. 700 fachen Affinitätssteigerung fur Calmodulin (Braun und Schulman
1995; Meyer et al. 1992) wodurch der Calmodulin-Kinase Komplex bis zur vollständigen
Aktivierung des Enzyms erhalten bleibt (Maier und Bers 2002).
Parallel dazu kommt es am Threonin-287 zu einer Autophosphorylierung, welche dazu
fuhrt, dass eine 20-80-prozentige Aktivierung des Enzyms auch bei Abdiffusion des
Calmodulin noch gewährleistet ist (Maier und Bers 2002) (siehe Abb. 1.3).
Abb.1.3 Struktur und Aktivierung der CaMKII.
A: Das Monomer, welches aus drei Domänen besteht: Die carboxyterminalen Enden (gruner Kreis), dienen
der Oligomerisation und bilden das radartige Holoenzym.
B: An der zentral-regulatorischen Domäne bindet Ca/CaM (Calmodulin) und aktiviert die  CaMKII. An Thr-287
erfolgt durch Autophosphorylierung benachbarter CaMKII-Monomere eine Aktivierung, welche eine 20-80-
prozentige Aktivität bei Abdiffusion von Ca/CaM gewährleistet.
Modifiziert nach Couchonnal und Anderson, 2008.
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Neuere Ergebnisse zeigen außerdem, dass die CaMKII an zwei Aminosäuren in der regu-
latorischen Domäne oxidiert und somit gleichfalls aktiviert werden kann (Erickson 2014).
Außerdem kommt es im Zusammenhang mit akuten Hyperglykämien zu einer O-Glykosi-
lierung an SER-279, welche zu einer Ca2+-Unabhängige Aktivierung der CaMKII fuhrt
(Erickson et al. 2013).
Eine weitere mögliche Ca2+-Unabhängige Aktivierung der CaMKII erfolgt durch eine NO
vermittelte Nitrosylierung im Rahmen einer ß-adrenegen Stimulation (Gutierrez et al. 2013)
(siehe Abb. 1.4).
Abb. 1.4 Übersicht der CaMKII-Aktivierung. 
Modifiziert nach Erickson, 2014. 
 1.4.2 Inaktivierung der CaMKII
Physiologischerweise wird die CaMKII durch Dephosphorylierung deaktiviert. Dies ge-
schieht durch diverse Phosphatasen (Zhang und Brown 2004).
Des weiteren gibt es die Möglichkeit, die Aktivität des Enzyms wie in der vorliegenden Ar-
beit, durch diverse Pharmaka zu unterbinden.
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Hierbei verwendeten wir fur die Patch-Clamp Untersuchungen den spezifischen
CaMKII-Inhibitor AIP (autocamtide-2-related inhibitory Peptide P).
Ein Peptid, welches zwar die CaMKII-Aktivität unterbindet jedoch keinen Einfluss auf wei-
tere Enzyme zu haben scheint. Zudem ist die inhibitorische Potenz des AIP unabhängig
vom Kalzium/Calmodulin-Komplex (Ishida et al. 1995).
In den EKG-Registrierungen verwendeten wir ein Methoxybenzenesulfonamid, KN-93.
Dieses wirkt jedoch im Gegensatz zu AIP Kalzium-Calmodulin-abhängig, indem es als
kompetitiver Antagonist an der regulatorischen Domäne der CaMKII fungiert.
Jedoch konnten Studien zeigen, dass es zu einer suffizienten Inhibition der CaMKII fuhrt
(Maier und Bers 2002) und somit die Wirkung der CaMKII auf pathophysiologische Me-
chanismen unterbunden werden konnte (Anderson et al. 1998).
 1.5 Pathophysiologische Vorgänge bei Herzhypertrophie und
Herzinsuffizienz im Zusammenhang mit der CaMKII
Die kontraktile Dysfunktion, bedingt durch die Überexpression der CaMKIIδc, fuhrt zu einer
enormen kardialen Dilatation mit der Folge der Herzinsuffizienz (Zhang et al. 2003).
Weitere Arbeiten zeigten ergänzend, dass nicht nur die Überexpression der zytosolischen
Variante, sondern auch die Überexpression der nukleären CaMKIIδB zu einer, nicht ganz
so starken, aber dennoch vorhandenen kardialen Dilatation fuhrte (Zhang et al. 2002).
Diese Arbeiten widerlegten die ursprungliche These von Hoch et al. (1999) und Kirchhefer
et al. (1999), welche davon ausgingen, dass die Herzinsuffizienz per se zu einer erhöhten
CaMKII Aktivität und Expression fuhrt.
Die Autoren dieser Arbeiten stutzten dabei ihre Vermutung darauf, dass die kontraktile
Dysfunktion der Myozyten mit der Expression der CaMKII positiv korrelierte. Wie bereits im
vorherigen Abschnitt erwähnt zeigten jedoch Maier et al. (2003), dass die erhöhte CaMKII
Expression und Aktivität zu einer Hyperphosphorylierung des RyR2 fuhrt, welche wieder-
um in einem CaMKII-abhängigem Ca2+-Leck des SR resultiert. Dieser Kalziumverlust fuhrt
im weiteren Kontraktionszyklus zu einem vermindertem Ca2+-Transienten und folglich zu
einer verminderten Kontraktionskraft, welche sich letztendlich in einer kontraktilen
Dysfunktion und somit in der Herzinsuffizienz äußert (Maier et al. 2003).
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Die Herzinsuffizienz der transgenen CaMKII-uberexprimierenden Tiere, zeigte sich nicht
nur auf zelluläre Ebene, sondern auch am ganzen Organ, im Sinne einer kardialen Hyper-
trophie. Es konnte gezeigt werden, dass in den transgenen Tieren (TG) , der
Herz- zu Körpergewicht - Quotient fast doppelt so groß war wie in gleichaltrigen wildtyp
Tieren (WT), damit kann dieser Quotient als Maß fur die Herzinsuffizienz herangezogen
werden (Maier et al. 2003; Zhang et al. 2003, siehe Abb. 1.5).
Abb. 1.5  Vergleich von WT und TG Herzen bei CaMKIIδc Überexpression.
Modifiziert nach Zhang et al. , 2002
 1.6 Der Einfluss der CaMKII auf die elektromechanische Kopplung
Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwähnt wird die CaMKII als Folge der steigenden in-
trazellulären Kalziumkonzentration aktiviert. Somit kann sie wiederum, in ihrer aktiven
Form, weitere Proteine durch Phosphorylierung in Ihrer Aktivität modulieren (Hook und
Means 2001).
Zudem wurde gezeigt, dass die CaMKII direkt die transsarkolemmalen L-Typ Ca2+-Kanäle
(Kohlhaas et al. 2006; Mattiazzi et al. 2015), sowie den Ryanodin-Rezeptor (Currie et al.
2004; Kohlhaas et al. 2006; Maier et al. 2003; Mattiazzi et al. 2015), aber auch die
SERCA2a uber PLB (Desantiago et al. 2002; Vincent et al. 2014) durch Phosphorylierung
moduliert.
Im transgenen CaMKII uberexprimierenden Tiermodell, welches fur die vorliegende Arbeit
verwendet wurde, fuhrt die CaMKII zu einer Hyperphosphorylierung des RyR2.
Folglich kommt es zu einer vermehrten Offnung des RyR2, sowie einem vermehrten
Kalziumverlust aus dem SR während der Diastole (siehe Abb. 1.6).
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Zusammenfassend bewirkt die Überexpression der CaMKII. Ein Ca2+-Leck des SR und
somit eine kontraktilen Dysfunktion, da während der Systole weniger Kalzium fur den Kon-
traktionszyklus bereit steht (Maier et al. 2003). Ob selbiges Kalziumleck allerdings auch
proarrhythmogen wirken könnte, ist bislang unklar und Gegenstand der vorliegenden Un-
tersuchung.
Abb. 1.6 Die elektromechanischen Kopplung in Zusammenhang mit der CaMKIIδc:
Die CaMKIIδc, wird durch den Anstieg der zytosolischen [Ca] i  aktiviert. Diese phosphoryliert in der aktiven
Form ihre Zielproteine (hellblaue Pfeile). Als Folge wird der intrazellulärer 
Kalziumstoffwechsel beeinflusst. Modifiziert nach Maier und Bers 2007.
 1.7 Das Aktionspotential im Zusammenhang mit der CaMKII
Zusammenfassend gilt, dass die CaMKII durch ihre Aktivität zu einem gesteigerten trans-
membranösem Kalziumeinstrom (Kohlhaas et al. 2006) fuhrt, folglich nimmt die intrazellu-
läre Kalziumkonzentration zu. Als Folge dessen ergibt sich eine erhöhte kalziuminduzierte
Kalziumfreisetzung aus dem SR, welche in einer Zunahme der Aktionspotentialdauer mun-
det. Unter physiologischen Bedingungen, wird die Amplitude des peak INa , zu einem  Pro-
zent durch den späten Natriumeinstrom (late INa) gebildet. Durch die CaMKII kommt es zu
einer Erhöhung dieses Anteils (Wagner et al. 2006). Weiterfuhrende Arbeiten konnten zei -
gen, dass im Rahmen von patholgischen Prozessen, wie zum Beispiel myokardialen
Ischämien der Anteil des late INa  bis zu 5 % des Aktionspotentialauftsrichs ausmacht. Als
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Folge kommt es zu einer erhöhten Natriumuberladung der Zelle, mit dem Resultat einer
elektrischen Instabilität und Zunahme der Aktionspotentialdauer (APD) (Sossalla et al.
2008). Durch die erhöhte CaMKII-Aktivität kommt es zu einer Reduktion der auswärtsge-
richteten Kaliumströme. Bei mangelnder Kompensiationsmöglichkeit ist das Resultat eine
positive Ladungsverschiebung in den intrazellulärraum (Maier et al. 2003; Wu et al. 2002).
Die erhöhte CaMKII-Aktivität und die Verlängerung der Aktionpotentialdauer wirken sich
als prädisponierende Faktoren fur die Entstehung von späten Nachdepolarisationen (DAD)
und fruhen Nachdepolarisationen (EAD) aus (Anderson et al. 1998). Der genaue Patho-
mechanismus hierfur ist bislang noch nicht geklärt. Es wird diskutiert, ob fur die fruhen
Nachdepolarisationen, der späte Natriumstrom (Burashnikov und Antzelevitch 2006;
Undrovinas et al. 2006) verantwortlich ist oder ob es im Rahmen des verlängerten Aktions-
potentials zu einer Reaktivierung des Kalziumeinstroms kommt (Wu et al. 1999; Wu et al.
2002; Zeng und Rudy 1995).
Als fruhe Nachdepolarisationen gelten dabei Oszillationen im Membranpotential der Zelle,
welche in der Repolarisationsphase auftreten, die APD verlängern und kein neues Akti-
onspotential hervorrufen (Burashnikov und Antzelevitch 2006). Nach Überschreitung eines
gewissen Schwellenwerts in der Repolarisationsphase des Aktionspotentials wird ein wei-
teres Aktionspotential ausgelöst, dieses wird als spätes Aktionspotential (DAD) bezeich-
net. Hierzu fuhren spontane Kalziumfreisetzungen aus dem SR, welche in einer Aktivie-
rung des Natrium-Kalziumaustauschers resultieren und in einem Natriumeinstrom in die
Zelle munden (Bers 2002). Diese späten Nachdepolarisationen entsprechen Extrasystolen
im Elektrokardiogramm, welche wiederum ein prädisponierender Faktor fur kardiale Ar-
rhythmien sein könnten (Burashnikov und Antzelevitch 2006, siehe Abb. 1.7).
Abb. 1.7 Fruhe Nachdepolarisation (EAD) und späte Nachdepolarisation (DAD). 
Modifiziert nach Bers 2001, Seite 98.
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 1.8 Zielsetzung und Fragestellungen
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Bedeutung der CaMKIIδc fur die Entstehung von
Nachdepolarisationen in vivo und ventrikulären Arrhythmien in vitro im 
Herzinsuffzienzmodell zu untersuchen. Zusätzlich ist es von besonderem Interesse, ob
eine CaMKII-Inhibition zu einem Ruckgang möglicher proarrhythmogener Ereignisse fuhrt.
Entsprechend wurden in allen Versuchsreihen transgene Tiere mit einer chronischen
CaMKIIδc Überexpression und folgender Herzinsuffizienz verwendet, die mit gleichaltrigen
gesunden wildtyp Tieren verglichen.
Es ergeben sich somit folgende Fragestellungen:
Chronische CaMKII  δ  c  -Überexpression im transgenen Mausmodell in vitro:
1. Gibt es einen Einfluss der transgenen CaMKIIδc-Überexpression im herzinsuffizien-
ten Mausmodell auf das Aktionspotential?
2. Sind die Veränderungen des Aktionspotentials CaMKII-abhängig?
3. Lässt sich durch eine Inhibition der CaMKII die Aktionspotentialmorphologie norma-
lisieren?
Chronische CaMKII  δ  c  -Überexpression im transgenen Mausmodell in vivo:
1. Gibt es einen Einfluss einer transgenen CaMKIIδc-Überexpression im herzinsuffizi-
enten Mausmodell auf die Häufigkeit von ventrikulären Arrhythmien?
2. Sind diese Arrhythmien CaMKII-abhängig?
3. Lässt sich durch eine CaMKII-Blockade dieser Effekt ruckgängig machen?
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 2  Methoden
 2.1 Herzmuskelzellisolation
 2.1.1 Isolation von Herzmuskelzellen aus Mäuseherzen
Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden genehmigt (Aktenzeichen Az 33.9.42502-
04/088/06+ T15.06, Bezirksregierung Braunschweig) und sind unter Berucksichtigung des
„Guide for the Care and Use of Laboratory Animals“ (NIH Publikationsnummer 85-23,
1996 uberarbeitet) durchgefuhrt worden.
In den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tierexperimenten wurden WT und TG
CaMKIIδc Mäuse verwendet.
Die transgenen Tiere uberexprimierten die zytosolische Splicevariante der CaMKIIδc
(Zhang et al. 2002; Maier et al. 2003; Wagner et al. 2006).
 2.1.2 Versuchsaufbau zur Isolation von Kardiomyozyten aus Mäusemyokard
Die Mäuseherz-Isolation erfolgte an einer Perfusionsanlage nach Langendorff
(Langendorff 1895).
Um optimale Bedingungen fur das Verdauungsenzym sowie möglichst physiologische Vor-
raussetzungen fur die koronare Perfusion zu erzeugen, wurde die Anlage vor Versuchsbe-
ginn zweimal mit der Isolationslösung (siehe Tab. 2.1) gespult und mithilfe eines Wärme-
bades auf 37°C erwärmt. Die Präparierschale wurde anschließend mit 8 ml, die Isolations-
einrichtung mit 50 ml der Isolationslösung gefullt. Mithilfe einer gewichtsadaptierten Menge
des Narkotikums Isofluran (500-900 µl = 20 µl/g/KG, Eurim-Pharma Arzneimittel GmbH,
Deutschland) konnte das Versuchstier in einer luftdichten Kammer narkotisiert und an-
schließend durch einen zugigen Genickbruch schmerzlos getötet werden. Darauffolgend
wurde der Thorax eröffnet und das Herz nach Absetzen der Gefäße entnommen und so-
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fort gewogen. Unter einem binokularen Mikroskop, wurde nach Darstellung der Aorta,
diese retrograd kanuliert.
Zur Fixierung der Hauptschlagader an der Kanule wurde eine Bulldog-Klemme (FST #
18055-05 von Fine Science Tools) sowie ein 3,0 Polyesterfaden (Mersilene EH6483) ver-
wendet.
Abb. 2.1 Fixierung des Herzens an der Kanule mithilfe der Bulldog-Klemme.
Anschließend konnte das isolierte Herz mit einer kalziumfreien Tyrode-Lösung (siehe Tab.
2.1) retrograd perfundiert werden. Dieser Schritt diente der Entfernung des noch in den
Koronararterien verbliebenen Blutes.
Im nächsten Schritt sollte die extrazelluläre Matrix aufgelöst werden, um die einzelnen Zel-
len aus Ihrem Synzytium zu lösen. Im Rahmen dessen wurde das Herz erneut retrograd
perfundiert. Die Perfusion erfolgte mit einer Tyrode-Lösung mit einer herzgewichtadaptier-
ten Menge des Verdauungsenzyms Liberase (7,5 mg/ml Liberase 1, Roche Diagnostik,
Mannheim, Germany), Trypsin 0,6 % und 0,125 nM CaCl2 (siehe Tab. 2.1).
Als Ergebnis des erfolgreichen Verdauungsvorgangs wurde das Herz transparenter und
nahm an Volumen zu. Ursächlich hierfur ist die Auflösung der extrazellulären Matrix.
Als Folge zeigte sich eine Beschleunigung der Perfusionsgeschwindigkeit, bis nach ca. 9
Minuten das Herz abgehängt und zerkleinert werden konnte. Anschließend wurde das
Herz zerschnitten und in der Verdauungslösung belassen. Nach weiteren 5 Minuten konn-
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te das nun in seine zellulären Bestandteile aufgelöste Mäuseherz durch einen Filter gege-
ben werden (Nylongaze Porendurchmesser von 200 µm) um die gröberen Überstände zu
trennen und in ein 50 ml Falcon Röhrchen uberfuhrt werden. Nachdem sich die Kardio-
myozyten am Boden des Röhrchens abgesetzt hatten, konnte der Überstand der Verdau-
ungslösung abgetragen werden und der Kalziumaufbau schrittweise stattfinden.
Dabei wurde die Kalziumkonzentration der Zelllösung in vier Schritten mit jeweils 7 min In-
kubationszeit, von 0,125 mM uber 0,25 mM und 0,5 mM auf 
1 mM [Ca]i erhöht. Die daraus entstandene Zellsuspension war nun bereit fur die Mes-
sung.
 2.1.3 Erhebung biometrischer Daten
Nach der Isolation des Herzens wurde mithilfe einer Feinwaage (Sartorius) das Herzge-
wicht (in mg) bestimmt. Aus dem Kadavergewicht des Tieres, welches zum Herzgewicht
addiert wurde ergab sich das Körpergewicht. Somit konnte hieraus das Herz-zu Körperge-
wicht Verhältnis des Versuchtieres bestimmt werden.
Das Herz-zu Körpergewicht Verhältnis der Mäuse, diente als Maß des herzinsuffzinezas-
sozierten Remodellings, das mit einer Gewichtszunahme des erkrankten Herzens einher-
geht. Im Rahmen dieser Arbeit sollten TG CaMKIIδc Mäuse untersucht werden, die ein er-
höhtes Herz-zu Körpergewicht Verhältnis  als Ausdruck der  Herzinsuffizienz vorwiesen.
Formel 2.1 Herzgewicht zu Körpergewicht (mg/g)= Herzgewicht(mg) : (Kadavergewicht(g)+Herzgewicht(g))
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 2.2 Messung von Aktionspotentialen an isolierten Kardiomyozyten
mittels Patch-Clamp-Technik
Die Patch-Clamp-Technik ermöglicht es, Ströme uber die Membran intakter Zellen hinweg
zu messen. Neher und Sakmann haben diese Technik auf dem  heutigen Stand weiterent-
wickelt.
 2.2.1 Zum Prinzip der Whole-cell Voltage-Clamp-Technik
Die Aktivität von Ionenkanälen in der Zellmembran fuhrt zu elektrischen Impulsen (Strö-
men und Spannungen), die mittels der Patch-Clamp-Technik gemessen werden können.
Dazu wird eine feine Glaspipette mit einem Überdruck direkt an die Zelle herangefuhrt. Im
Anschluss wird durch einen negativen Druck an der Pipette ein kleines Membranstuck
(Patch) aus der Zellmembran angesaugt. Dabei muss der Widerstand, den die Glaspipette
mit der Zellmembran bildet, im Gigaohm-Bereich liegen (Hamill et. al 1981). Das so ent-
standene „Giga-Seal“ (aus dem englischen seal = Dichtung) fuhrt wiederum dazu, dass
einzelne Kanäle abgeschirmt werden können (on-cell-Konfiguration). Durch weiteres An-
saugen der Membran wird jenes Areal aus der Zelle entfernt („rupture“). Es entsteht damit
eine Verbindung zwischen Pipette und Zellinnerem: die whole-cell-Konfiguration. Der Intra-
zellulärraum und das Pipetteninnere bilden eine Einheit, welche durch einen sehr hohen
Abdichtungswiderstand von der Außenlösung (Badlösung) isoliert ist. Dieses ermöglicht
es, die transmembranöse Spannung (current-clamp-Konfiguration) beziehungweise Strö-
me (voltage-clamp-Konfiguration) uber die Zellmembran hinweg zu messen.
 2.2.2 Elektrophysiologische Messung von Aktionspotentialen mittels
Patch-Clamp-Technik
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Spannungen, sogenannte Aktionspotentiale,
unter Verwendung der Patch-Clamp-Technik gemessen und aufgezeichnet.
Um unerwunschte Bewegungen der Pipette zu verhindern, war ein schwingungsgedämpf-
ter Tisch notwendig. Auf diesem befand sich ein inverses Mikroskop (Nikon Eclipse, To-
kyo), welches von einem geerdeten Faraday´schen Käfig umgeben war. Dieser Käfig ver-
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hinderte, dass elektromagnetische Schwingungen die Messungen beeinträchtigten. Des
Weiteren gehörte ein Verstärker (EPC 10 von HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH) zum
Messplatz. Dieser Verstärker bestand aus einem Vorverstärker, welcher die Spannung re-
gistrierte und zudem als Erdung der Badelektrode fungierte. Der Verstärker beinhaltete
gleichzeitig einen Hauptverstärker, der die Signale, die vom Vorverstärker ausgingen,
nochmals filterte und verstärkte.
Daruber hinaus bildete der Hauptverstärker die Verbindung zum PC. Dies beinhaltete den
AD/DA Wandler, der die analogen Signale in digitale umwandelte, sowie die Steuer- und
Stimulationseinheit.
Damit konnte eine Verbindung zwischen Computer und Verstärker hergestellt werden. Die
Verbindung zwischen Vorverstärker und Pipette wurde durch den Pipettenhalter, in wel-
chem sich ein chlorierter Silberdraht befand, hergestellt.
Ein Mikromanipulator diente zur Steuerung dieser Pipette und wurde uber den Rechner
gesteuert, dies erfolgte mit Hilfe der Software POS2.1 und der Steuereinheit MIM4 von
HEKA Elektronics.
Der PC diente, sowohl der Steuerung der Pipette, als auch der Datenaufnahme und Spei-
cherung. Dabei wurde das HEKA EPC 10 Patch-Clamp-Setup (Heka Electronics Inc.,
Lambrecht, Germany) als Datenverarbeitende Software verwendet. Die Datenspeicherung
erfolgte mittels des Programms PATCHMASTER 2.0 von HEKA Elektronics.
Die Pipetten wurden mit einem Pipetten-Puller (DMZ Universal Puller, Zeitz Puller GmbH,
Munchen) aus Glasfilamenten (350 pcs. borosilicate glass capillaries,1.2 mm O.D. X 0.94
mm I.D., World Precision Instruments, Sarasota, USA) vor jedem Versuch in ihre Form ge-
zogen („pulling“). Zu beachten war es hierbei einen möglichst optimalen Pipettenwider-
stand von ca. 3 MΩ durch die Form der Pipette zu erlangen. Unmittelbar vor Benutzung
wurden die Pipetten mittels Einfullhilfen (Microfil / World Precision Instruments Inc., Sara-
sota, USA) mit zusätzlichem vorgeschalteten Filter (Filtropur / Sarstedt AG, Porengröße
0,2 μm) befullt. Dies diente der Vermeidung von Verschmutzungen und Verstopfen der Pi -
pette.
Um Messungen bei 37 °C durchzufuhren bestand der Messplatz zusätzlich aus einer Hei-
zung, die gleichzeitig als Zulauf fur die verschiedenen Lösungen fungierte.
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 2.2.3 Versuchsdurchführung und Versuchsprotokoll
Auf Superperfusionskammern, deren Glasboden zur Zellfixierung mit 1-2 µl des Proteins
Laminin (Gibco, Grand Island, NY) benetzt wurde, wurden ca. 500 µl der Zellösung
ausplatiert. Nach 15 Minuten Adhäsionszeit im Inkubations-schrank (37°C bei 5% CO2),
wurde die Kammer in die Halterung auf dem Objektisch des Mikroskops eingesetzt. Die
Heizung, sowie die Absaugung wurden auf der Kammer justiert (siehe Abb. 2.2). Der
Zulauf mit der Superperfusionslösung (siehe Tab. 2.2.1) stellte den ersten Schritt des
Messprotokolls dar. Nach 10 Minuten war gewährleistet, dass der nicht fixierte
Zelluberstand ausgewaschen war und die Messung begonnen werden konnte.
Die Badelektrode wurde hierfur an einer beliebigen Seite der Kammer in die Lösung
getaucht und fixiert.
Abb. 2.2 Schematische Darstellung der elektrophysiologischen Messung: 
Kammer (2) mit beheiztem Zulauf (3) und Absaugung (1), uber diese wird die Lösung zugefuhrt und abge-
saugt, so dass eine Superperfusion entsteht. Desweiteren Pipette mit chloriertem Silberdraht (4) und Bad-
elektrode (5).
Als nächstes wurde die Pipette mit der Pipettenlösung (siehe Tab. 2.2.2) befullt und fest in
die Halterung eingespannt. Um ein kontinuierliches Austreten der Pipettenlösung gewähr-
leisten zu können, sowie ein Verstopfen der Pipettenöffnung zu vermeiden, wurde ein ge-
ringer Überdruck auf die Pipette gegeben.
Mithilfe des Mikromanipulators wurde die Pipette in die Badlösung getaucht und der initiale
Pipettenwiderstand bestimmt.
Unter Sichtkontrolle wurde nun die Spitze an die gewunschte Kardiomyozyte herangefah-
ren. Diese Bewegung musste unmittelbar vor der Zelle gestoppt werden. Die weitere An-
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näherung an die Zielzelle erfolgte ab diesem Zeitpunkt unter Kontrolle des Messsignals.
Durch weiteres Heranfahren an die Zelloberfläche erhöhte sich der Pipettenwiederstand
am Bildschirm. Durch Ablassen des Überdruckes konnte das Gigaseal erzeugt werden.
Auf dem Bildschirm ergab sich als Resultat eine gerade Stromlinie, mit kleinen kapazitiven
Artefakten am Anfang und am Ende. Um diese Artefakte auszugleichen wurde in den on-
cell-Modus gewechselt. Um das Potential der ganzen Zelle abzuleiten musste ein leichter,
ruckartiger Unterdruck an der Pipette erfolgen.
Damit das Signal auch weiterhin korrekt abgeleitet wurde, war es jetzt von Nöten, in den
whole-cell Modus zu wechseln.
Nach ungefähr drei Minuten, in denen ein ausreichender Austausch zwischen Pipettenflus-
sigkeit und Zytoplasma stattfand, konnte die Messung der Aktionspotentiale beginnen.
Dabei war es erforderlich, in den current-clamp Modus zu wechseln. In diesem Modus
konnte der Strom vorgegeben werden, so dass das Membranpotential bei allen Myozyten
in ungefähr dem gleichen Bereich (ca. -70 mV) lag.
Im Rahmen des Versuchsprotokolls wurden Aktionspotentiale bei 0,5 und 1 Hz gemessen.
Dabei musste ein Stimulationsimpuls, mit einer je nach Zelle variablen Amplitude und Dau-
er, generiert werden.
Es erfolgte jeweils die Aufzeichnung von 10 Aktionspotentialen in einer Messreihe an ein
und derselben Zelle. Infolge dessen, durfte es während eines Messzyklus zu keiner Mani-
pulation bei der Stimulation oder an der Zelle selbst kommen.
Nach erfolgreicher Messung der Aktionspotentiale unter Normalbedingungen (Messlösung
ohne Zusätze) konnte daraufhin ein Messzyklus mit einer Messlösung mit Isoproterenol
(ISO) (siehe Tab. 2.2.1) erfolgen.
Hierzu wurde die Superfusion Normaltyrode beendet und durch eine Superfusion mit der
Isoproterenol-Lösung ersetzt. Bei diesem Schritt waren 5 Minuten Inkubationszeit notwen-
dig um einen langsamen aber vollständigen Austausch der Lösung sicherzustellen. Nach
erfolgreichem Austausch der die Zelle umgebenden Lösung, konnte an der gleichen Zelle
ohne jegliche Manipulation am System, erneut Aktionspotentiale bei 0,5 und 1 Hz gemes-
sen werden.
Wichtig war es, bei der Messung unter Verwendung der Isoproterenol- Lösung, dass die
Tyrode-Lösung vor Lichteinfluss geschutzt wurde, da die in der Lösung befindliche Ascor-
binsäure durch das Licht zerfallen und die Tyrode-Lösung unbrauchbar gemacht hätte.
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Aufgrund dieser Tatsache fanden alle Messungen unter Verwendung der Isoproterenol-Lö-
sung in einem abgedunkelten Raum bei Rotlicht statt.
Die Messung der Aktionspotentiale mit dem CaMKII-Inhibitor AIP musste jeweils an einer
neuen Zelle durchgefuhrt werden, da sich das AIP in der Pipettenlösung befand. Auch hier
erfolgte die Versuchsdurchfuhrung wie oben mit der Normaltyrode-Lösung beschrieben.
 2.3 Datenauswertung
Die Verarbeitung der gemessenen Aktionspotentiale erfolgte zunächst direkt an der Mess-
anlage.
Die Daten wurden gesichtet und verwertbare Messungen ausgewählt, dies erfolgte mit
dem schon zur Datenaufnahme verwendetem Programm. Die Messdaten wurden weiter,
mit Hilfe eines zusätzlichen Programms (ABF File Utility v2.1.75 by Justin Lee) konvertiert,
so dass diese nun in einer Excel-Datei dargestellt und gespeichert werden konnten.
Des Weiteren wurden die Aktionspotentiale durch das Programm gemittelt. Der Mittelwert,
der ein durchschnittliches Aktionspotential der Zelle darstellte, wurde in eine weitere Ex-
cel-Datei uberfuhrt. In dieser war es nun möglich alle Zeit- und Amplituden-Werte abzule-
sen.
Erneute Deplolarisationen des Membranpotentials, welche mindestens 10 % der Aktions-
potentialgesamtamplitude erreichte und noch vor Ende der vollständigen Repolarisation
auftraten, wurden als EADs gewertet.
Entstand eine erneute Depolarisation hingegen nach vollständiger Repolarisation und es
entstand hieraus ein erneutes, spontanes Aktionspotential, so wurde dies als DAD gewer-
tet.
 2.4  EKG Messungen in vivo
Die in vivo Ableitungen der Mäuse-EKGs erfolgten in Kooperation mit der AG von Prof. Dr.
med. Sebastian Maier am Universitätsklinikum in Wurzburg. Es handelte sich dabei um
eine Methode zur Ableitung eines EKGs, im Rahmen derer ausschließlich TG Mäuse ver-
wendet wurden. Selbige wurden zunächst mit einer körpergewichtsadaptierten Menge ei-
ner 2,5 prozentigen Avertinlösung narkotisiert. Nach Überprufung der Reflexlosigkeit als
Zeichen der suffizienten Narkotisierung wurden zwei kleine Nadeln (Octopolar EP Cathe-
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ter 1.1F, Scisense), die mit zwei zu einem Spannungsdetektor (Powerlab 16/30; AD Instru-
ments ) fuhrenden Kabeln verbunden waren, in Höhe der linken bzw. rechten Axilla der
Mäuse vorsichtig subkutan platziert. Mittels eines Konvertierungsprogrammes (Chart
7.3.1, ADInstruments) ließen sich die so gewonnenen Signale dann auf einem Computer
als Spannungen und somit als EKG-Signal (einem Äquivalent der 1. Ableitung im Stan-
dard-EKG) darstellen. In der Folge wurde dann ein „Ruhe-EKG“ abgeleitet, welches fur
mindestens 5 Minuten aufgezeichnet wurde.
Anschließend wurde den Mäusen 2 mg/kg/KG ISO i.p. (intraperitoneal) gespritzt (gegebe-
nenfalls unter vorheriger intraperitonealer Injektion des CaMKII-Inhibitors KN-93 bzw. des-
sen inaktiver Kontrollsubstanz KN-92 (je 20 µmol/L/kg)). Das EKG wurde dann fur weitere
20 Minuten aufgezeichnet und im Anschluss hinsichtlich etwaiger Arrhythmien in den
Gruppen ausgewertet. Es gilt zu betonen, dass die Untersuchungen mit den CaMKII-Inhi-
bitoren jeweils nach einer 24h-stundigen Ruhephase, in denen sich die Mäuse von der
vorherigen Untersuchung erholen konnten, an derselben Maus durchgefuhrt wurden, so-
dass die Wirkung des CaMKII-Inhibitors direkt an einer Maus demonstriert werden konnte.
 2.5 Statistik
Die Daten wurden mithilfe des Standardfehlers des Mittelwerts (englisch Standard Error of
the mean, SEM) ausgewertet. Zudem wurde der Student´s t-test fur die Abbildung 3.3.2
und fur alle weiteren Abbildungen der Fisher 2-sided Exact Test angewendet. Die hierfur
verwendeten Programme waren SigmaPlot oder GraphPad Prism.




Zu 2.1 Isolation von ventrikulären Zellen aus Mäusemyokard
Verwendete Isolationslösungen sowie Verdauungsenzyme






pH 7,4 bei RT
KCl 4,7 mmol/l
MgSO4 · 7 H2O 1,2 mmol/l






KH2HPO4 · 2 H2O 0,6 mmol/l
2,3 – butanedione 10 mmol/l
Phenol Rot 0,032 mmol/l
Tyrode-Lösung
mit Kalzium
CaCl2 0,125 mmol/l gelöst in 
Tyrode-Lösung ohne
Kalzium;











pH 7,4 bei RT
Trypsin 0,6 %
Tab. 2.1 Die bei der Mäuseherzisolation verwendeten Lösungen
(ddH2O = zweifach destilliertes Wasser).
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Zu 2.2 Messung von Aktionspotentialen an isolierten Kardiomyozyten mittels
Patch-Clamp-Technik
Verwendete Badlösung sowie Lösung für die Messung von Nachdepolarisationen




pH 7,4 bei RT
KCl 5,4 mmol/l
MgCl2 1 mmol/l












gelöst in Badlösung bei
RT
Tab. 2.2.1 Die bei der Patch-Clamp-Technik verwendeten Badlösungen
(ddH2O = zweifach destilliertes Wasser).
Für die Pipette verwendete Lösungen:
Lösung Ion/Substanz Konzentration
Pipettenlösung
K- Aspartatic Acid 120 mmol/l
 bei RT;





Mg – ATP 5 mmol/l
HEPES 10 mmol/l
Pipettenlösung
mit AIP AIP 0,1 µmol/l
gelöst in Pipettenlösung
bei RT
Tab. 2.2.2 Die bei der Patch-Clamp-Technik verwendeten Pipettenlösungen
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 3  Ergebnisse
 3.1 Auswertung des Herz- zu Körpergewicht Verhältnisses von
transgenen CaMKIIδc-überexprimierenden Mäusen
Das Herz- zu Körpergewicht Verhältnis der CaMKIIδc-Mäuse zeigte sich im Gegensatz zu
dem der Wildtyp-Kontrolltiere um das ca. 1,7-fache größer, obwohl die Tiere der Kontroll-
gruppe (Wildtyp) signifikant älter waren (siehe Tab. 3.1 und Abb. 3.1).
Folglich wiesen die transgenen Tiere, trotz des geringeren Lebensalters, ein erhöhtes
Herz- zu Körpergewicht auf, welches auf die Assoziation von 
CaMKII-Expression und Herzinsuffizienz-Entstehung hindeutete und mit Voruntersuchun-
gen ubereinstimmte (u.a. Zhang et al. 2003).
 WT  CaMKIIδC  p













Tab. 3.1 Herz- zu Körpergewicht Verhältnis. Die transgenen CaMKIIδc Mäuse (n=43) zeigten im Vergleich
zu den WT Mäusen (n=26) signifikant erhöhte Werte des Herz- zu Körpergewicht Verhältnisses (in mg/g)
auf, dies deutete auf eine Herzhypertrophie in der Gruppe der transgenen Tiere hin (n.s. = nicht signifikant).
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Abb. 3.1 Herz- zu Köpergewicht Verhältnis von den WT Tieren zu den TG Mäusen, im Vergleich dazu das
Alter der Tiere (* = p< 0,05). 
 3.2 Einfluss einer transgenen CaMKIIδc-Überexpression auf die
Aktionspotentialmorphologie von Kardiomyozyten
In diesem Teil der Versuchsreihe sollte verdeutlicht werden, dass eine 
CaMKIIδc-Überexpression zu einer morphologischen Veränderung des Aktionspotentials
der Kardiomyozyten fuhrte (siehe Abb.3.2.1).
Abb. 3.2.1 Repräsentatives Aktionspotential einer wildtyp Kardiomyozyte (links) und repräsentatives Aktions-
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Bei den Messungen mit Stimulationsfrequenzen von 1 Hz (siehe Abb.3.2.2) zeigten sich
an den 15 untersuchten transgenen Tieren mit 30 Zellen und den 661 daraus abgeleiteten
Aktionspotentialen 55 fruhe Nachdepolarisationen. Hingegen wurden in den 14 Kontroll-
herzen mit 24 untersuchten Zellen und 456 abgeleiteten Aktionspotentialen, lediglich 13
EADs registriert (p<0,05).
Abb. 3.2.2 Inzidenz von fruhen Nachdepolarisationen (EAD) bei transgenen und wildtyp  Zellen im Vergleich
bei 1 Hz (* = p< 0,05).
Des Weiteren zeigte sich auch bei 0,5 Hz ein signifikanter Unterschied in der
EAD-Inzidenz der transgenen Tiere im Gegensatz zu den wildtyp Tieren. Es ergaben sich
bei 0,5 Hz 44 EADs in 227 AP aus 31 transgenen Tieren zu 4 EADs in 150 AP gemessen
aus 25 Wildtypherzen (p<0,05) (siehe Abb.3.2.6).
Aber auch in der grundlegenden Aktionspotentialstruktur unterschieden sich die transge-
nen Herzen vom Wildtyp. So wurde ein Anstieg der Zeit bis zum Erreichen der 90 %
Repolarisation (APD 90) in den CaMKIIδc-uberexprimierenden Zellen beobachtet. Die Zeit
bis zum Erreichen der APD 90 betrug im transgenen Modell 29,6 +/- 3,2 ms (0,5 Hz, 22
Myozyten) bzw. 26,7 +/- 2,8 ms (1 Hz, 26 Myozyten), zum Vergleich 18,7 +/- 2,8 ms 
(0,5 Hz, 9 Myozyten, p<0,5) und 15,5 +/- 1,6 ms (1 Hz, 10 Myozyten) im Wildtyp (siehe
Abb. 3.2.3 und 3.2.4).
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Abb. 3.2.3 Zeit bis zum Erreichen der 90 % Depolarisation bei 0,5 Hz, WT Tiere im Vergleich zu den TG
Tieren (* = p< 0,05).
Abb. 3.2.4 Zeit bis zum Erreichen der 90 % Depolarisation bei 1 Hz, WT Tiere im Vergleich zu den TG
Tieren (* = p< 0,05).
Bei der Auswertung der Aktionspotentialdauer wurde in beiden Gruppen lediglich die APs
ohne EADs berucksichtigt. Dies gewährleistete, dass auch unabhängig von den fruhen
Nachdepolarisationen, die Aktionspotentialdauer verglichen werden konnte.
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Die Aktionspotentialamplitude in den beiden Gruppen unterschied sich jedoch nicht signifi-
kant: 117,4 +/- 2,1 mV (0,5 Hz) und 119,5 +/- 2,7 mV (1 Hz) bei CaMKII-Überexpression,
im Gegensatz zu 114,7 +/- 3,7 mV (0,5 Hz, p = 0,5) und 116,5 +/- 2,8 mV (1 Hz, p = 0,53)
im Wildtyp (siehe Abb. 3.2.5). Dies zeigte, dass bei den transgenen Myozyten, trotz glei-
cher Amplitude des Aktionspotentials, die Repolarisationsphase länger andauerte und so-
mit die gesamte Aktionspotentialdauer verlängert war (siehe Abb. 3.2.3 und 3.2.4).
Abb. 3.2.5 Aktionspotentialamplitude bei 0,5 Hz und 1 Hz Herzmuskelzellen aus WT Tieren im Vergleich zu
den TG Tieren.
 3.2.1 Effekte einer CaMKIIδc-Inhibition mittels AIP auf die Aktionspotentiale in
transgenen CaMKIIδc-überexprimierenden Kardiomyozyten
In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde uberpruft, ob die Inhibition der CaMKIIδc einen
Einfluss auf die Inzidenz der fruhen Nachdepolarisationen im transgenen Tiermodell hat.
Dabei zeigte sich durch die Inhibition der CaMKIIδc mittels AIP eine signifikante Reduktion
der registrierten EADs (0 EADs in 140 AP aus 7 Zellen aus 7 Mäusen).
Daraus ließ sich schließen, dass die CaMKIIδc die Entstehung fruher Nachdepolarisation




Abb. 3.2.6 Inzidenz von fruhen Nachdepolarisationen (EAD) bei transgenen und wildtyp Zellen im Vergleich,
sowie EAD-Inzidenz in TG Zellen unter AIP bei 0,5 Hz. 
(* = p< 0,05  TG vs. WT, # = p< 0,05 TG vs. TG + AIP).
 3.2.2 Die Auswirkung der CaMKIIδc-Überexpression auf das Auftreten von
spontanen Aktionspotentialen
In einem weiteren Versuchsteil sollte der Einfluss der CaMKIIδc-Überexpression auf das
Auftreten von spontanen verspäteten Aktionspotentialen (DADs) untersucht werden. Da
sich unter „nicht-stimulierten Standardbedingungen“ bei 0,5 und 1 Hz jedoch keine Unter-
schiede zwischen den Gruppen zeigten, was mutmaßlich an einer bekanntermaßen gerin-
geren SR Ca2+-Beladung in der transgenen Gruppe lag (Maier et al. 2003), entschieden
wir uns in einem nächsten Schritt das Auftreten von DADs unter ISO-Stimulation zu unter-
suchen. Die ISO-Stimulation diente dazu, die SR Ca2+-Speicher in beiden Gruppen mit
Kalzium zu beladen, um so ein mögliches SR Ca2+-Leck aufzudecken.
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 3.2.3 Die Auswirkung der CaMKIIδc-Überexpression auf das Auftreten von
spontanen Aktionspotentialen unter Isoproterenol
Aus anderen Arbeiten ist hervorgegangen, dass die CaMKIIδc-Überexpression zu ver-
mehrten Kalzium-Sparks fuhrt was zu einer Verringerung des Kalziumgehaltes des SRs
fuhrt (Maier et al. 2003). 
Dies ließ die Annahme zu, dass die freigesetzte Kalzium-Menge unter physiologischen
Bedingungen nicht ausreichend war, um zu der Entstehung von verzögerten
Aktionspotentialen zu fuhren. Somit erfolgte eine weitere Messreihe der spontanen Akti-
onspotentiale unter ISO Einfluss, dessen Konzentration den pathophysiologischerweise
erhöhten Katecholamin-Spiegel im Rahmen der Herzinsuffizienz glich.
Zu erwähnen ist, dass dass eine Vielzahl von Zellen bereits während des Einwaschens
von Isoproterenol in den Zelltod gingen, was die Toxizität von ISO unter diesen Bedingun-
gen verdeutlicht.
Trotz der Komplexität dieses Versuchsprotokolls, war es möglich, eine ausreichend große
Anzahl von Zellen zu messen, um statistisch verwertbare Aussagen zu treffen .
Wie in Abb. 3.2.8 gezeigt traten unter ISO-Einfluss in der transgenen Gruppe mit 23,6% si-
gnifikant häufiger DADs auf, als in der Gruppe der Herzen ohne CaMKII-uberexpression
mit 8,1% (p<0,05).
Abb. 3.2.7 Repräsentative unter ISO-Einfluss gemessene Aktionspotentiale mit spontanem Aktionspotential
an einer Herzmuskelzelle aus einer CaMKIIδc transgenen Maus.
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Abb.3.2.8 Die Inzidenz von spontanen Aktionspotentialen unter Isoproterenolwirkung beim Wildtyp im Ver-
gleich zum transgenen Mausmodell (* = p< 0,05).
 3.3 Die Auswirkung der CaMKIIδc-Überexpression auf das Auftreten
von kardialen Arrhythmien in vivo unter Isoproterenol
Gerade im lebenden Ganztier erschien der Einfluss von Isoproterenol als besonders be-
deutend. Somit wurde die Rolle der CaMKIIδc-Überexpression in vivo unter
Isoproterenoleinfluss als Ergänzung in dieser Arbeit untersucht, um die auf zellulärer Ebe-
ne erhobenen Daten auf ihre Übertragbarkeit auf das gesamte Organ „Herz“ zu prufen.
Fur die in vivo Untersuchungen wurden herzinsuffiziente transgene Mäuse verwendet. Da-
bei erfolgte jeweils die gesamte Versuchsreihe (ISO, ISO + KN-92, ISO + KN-93, siehe
Abb. 3.3.1) an ein und demselben Tier an unterschiedlichen Versuchstagen. Bei den
transgenen Tieren ließen sich unter alleinigem Isoproterenoleinfluß, als auch nach Zugabe
von ISO zusammen mit KN-92, kardiale Arrhythmien aufzeichnen (siehe Abb. 3.3.1 mitte).
Diese sind jedoch nach Gabe des CaMKIIδc-Inhibitors KN-93 nicht mehr zu beobachten
gewesen (siehe Abb. 3.3.1 unten).
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Abb. 3.3.1 Originalregistrierung eines EKGs.
Oben: EKG des trangenen Tieres mit Isoproterenol-induzierten kardialen Arrhythmien.
Mitte: EKG des selben Tieres und Ausbleiben einer Inhibition der kardialen Arrhythmien durch KN-92.
Unten: EKG des selben transgenen Tieres und Inhibition der kardialen Arrhythmien durch Zugabe von KN-
93.
Keine der untersuchten 4 Mäuse, welche mit dem CaMKII-Inhibitor KN-93 behandelt wur-
den, zeigten kardiale Arrythmien. Hingegen wiesen alle EKGs (6 von 6) der nur mit ISO
behandelten transgenen Mäuse in den ersten zehn Minuten Arrhythmien auf (p<0,05 mit -
tels Fisher’s exact test). Zwar fuhrt die KN-92 Gabe auch zu einem tendenziellen Ruck-
gang des Auftretens von Rhythmusstörungen, jedoch zeigten sich diese Zahlen nicht si-
gnifikant (siehe Abb. 3.3.2).
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Abb. 3.3.2 Prozentualer Anteil von kardialen Arrhythmien bei den Versuchstieren unter alleiniger
Katecholamingabe und nach Injektion von KN-92 bzw. KN-93  (* = p< 0,05 mittels Fisher’s exact test ).
Um zu gewährleisten, dass trotz KN-92 bzw. KN-93 Gabe der Isoproterenol-Effekt nicht
moduliert wird, dient der Anstieg der Herzfrequenz nach Isoproterenolgabe als Marker fur
den erfolgreichen Katecholamineinfluss.
Die Herzfrequenz war in allen drei Gruppen nach Katecholamingabe nahezu gleich ange-
stiegen (siehe Abb. 3.3.3). Somit ist sichergestellt, dass nicht ein Ausbleiben der
ISO-Wirkung in der KN-93-Gruppe fur dessen antiarrhythmische Wirkung verantwortlich
ist.
Abb. 3.3.3 Die Herzfrequenz der Tiere und deren Anstieg unter Isoproterenol, sowie der Effekt von KN-92




Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Bedeutung der CaMKIIδc fur die Entste-
hung von kardialen Arrhythmien in CaMKIIδc-uberexprimierenden herzinsuffizienten Mäu-
seherzen, die als ein Modell des insuffizienten Herzens fungieren.
Eine erhöhte CaMKIIδc-Aktivität erzielt Veränderungen der Aktionspotentialmorpholgie
(siehe Kapitel 3.2) und der Ca2+-Beladung des SRs (Maier et al. 2003).
Hauptbefund dieser Arbeit ist jedoch, dass die Inhibition der CaMKIIδc sowohl in vitro (sie-
he Kapitel 3.2.1) als auch in vivo (siehe Kapitel 3.3) zur Verringerung der
arrhythmiefördernden Ereignisse gefuhrt hat. Jener Effekt hebt die Bedeutung der
CaMKIIδc fur das Entstehen von kardialen Arrhythmien während der Herzinsuffizienz her-
vor.
Die Inhibierung der CaMKIIδc in vivo und damit die Reduzierung der Rhythmusstörungen
könnte damit einen neuen Ansatz in der Therapie von kardialen Arrhythmien im Zusam-
menhang mit der  Herzinsuffzienz darstellen.
In diversen Arbeiten wurde schon gezeigt, dass die Überexpression der CaMKIIδc im Zu-
sammenhang mit der Herzinsuffizienz steht (Maier et al. 2003). Auch die Rolle der
CaMKIIδc an der Entstehung von kardialen Arrhythmien wurde bereits in anderen Arbeiten
vermutet (Wagner et al. 2006).
In den transgenen Tieren ist die CaMKIIδc-Aktivität in etwa dreimal höher, als in vergleich-
baren wildtyp Mäusen (Zhang et al. 2003). Dies entspricht annähernd dem Aktivitätsan-
stieg der CaMKIIδc, welcher im menschlichen herzinsuffizienten Herzen beschrieben wur-
de (Kirchhefer et al. 1999 und Hoch et al. 1999). Bei den in dieser Arbeit verwendeten Ver-
suchstieren zeigte sich im transgenen Modell ein 1,7-fach größeres 
Herz-zu Körpergewicht Verhältnis, welches auf eine kardiale Hypertrophie hindeutete (sie-
he Kapitel 3.1). Folglich kann die transgene CaMKIIδc-Maus nicht nur als Modell fur erhöh-
te CaMKIIδc Aktivität, sondern auch als ein pathophysiologisches Modell der Herzinsuffizi-
enz betrachtet werden.
Jedoch wurde in keiner der vorherigen Arbeiten der Pathomechanismus welcher zu der




Somit konnte sowohl die CaMKIIδc -Überexpression selbst, als auch die Herzinsuffizienz
der Tiere, als Ursache der beobachteten kardialen Arrhythmien angesehen werden (Wag-
ner et al. 2006).
Fur die Herzinsuffizienz als Ursache der Arrhythmien ließe sich insbesondere anbringen,
dass es durch diese zu einer veränderten Expression von im Kalziumstoffwechsel invol-
vierten Proteinen fuhrt (Maier et al. 2003 und Wagner et al. 2006).
 4.1 Die erhöhte CaMKIIδc-Aktivität führt zu einer erhöhten Inzidenz von
frühen Nachdepolarisationen in vitro
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die erhöhte CaMKIIδc-Aktivität in transgenen Tieren
zu einem gehäuften Auftreten von Arrhythmien auf zellulärer Ebene fuhrt.
In der Patch-Clamp Versuchsreihe konnten wir unter Standardbedingungen eine erhöhte
Inzidenz der EADs im transgenen Modell feststellen. Es zeigten sich bei 1 Hz in 8 % der
transgenen untersuchten Herzen EADs. Dagegen ließen sich nur in ca. 3 % der wildtyp
Herzen EADs nachweisen (p<0,05, siehe Kapitel 3.2, Abb. 3.2.3). Ähnliche Ergebnisse
zeigten sich auch, bei 0,5 Hz, dort wurde in 19 % der AP aus den transgenen Herzen
EADs registriert, demgegenuber sich im Wildtyp nur in 3 % EADs zeigten (siehe Kapitel
3.2). Dies deckt sich mit der Arbeit von Anderson et al. 1998, in der das Phänomen der
fruhen Nachdepolarisationen schon in ähnlicher Weise beschrieben worden ist.
In anderen Arbeiten wurde aufgezeigt, dass die CaMKIIδc-Überexpression durch ihren
Einfluss auf den L-Typ Ca2+-Kanal zu einer Verlängerung der Aktionspotentialdauer fuhrt
(Maier et al. 2003, Kohlhaas et al. 2006; Grandi et al. 2007). Die verlängerte Dauer des
Aktionspotentials schien eine entscheidende Wirkung fur die vermehrte Entstehung von
EADs in den transgenen Herzen zu haben (Anderson et al. 1998 und Wu et al. 2002). Da-
bei wird vermutet, dass ein reduzierter Kaliumausstrom und ein kontinuierlicher Kalzium-
und Natriumeinstrom, welche die Zelle uber einen längeren Zeitraum depolarisieren, zu ei-
ner verlängerten Aktionspotentialdauer fuhrt (Thomsalli und Zipes 2004). Im ersten Teil
der vorliegenden Arbeit wurde aufgeziegt, dass sich eine verlängerte Aktionspotentialdau-
er in den CaMKIIδc-uberexprimierenden Zellen bestätigen ließ. So zeigte die transgene
Gruppe eine signifikante Verlängerung der APD 90 bei 0,5 und 1 Hz (siehe Kapitel 3.2,
Abb. 3.2.4 und 3.2.5).
46
Diskussion
In der Arbeit von Anderson et al. (1998) und Bers (2003), wurde zudem beschrieben, dass
das Auftreten von EADs durch die Verwendung von Kalziumantagonisten gesenkt werden
konnte. Die oben erwähnten Arbeiten zeigten bereits eine CaMKII-abhängige Häufung von
EADs. Weiterhin blieb die Frage unzureichend geklärt, ob die CaMKIIδc-Überexpression
oder die Herzinsuffizienz ursächlich fur die Entstehung von kardialen Arrhythmien war.
Einen spannenden Aspekt dazu zeigte die Arbeit von Mazur et al. (1999). In dieser fuhrte
die Inhibition der Calmodulinkinase zu einer Abnahme von Torsade-de-pointes Arrhythmi-
en. Wir vermuteten folglich, dass die fruhen Nachdepolarisationen auf zelluläre Ebene die
Ursache dieser in vivo gezeigten Arrhythmien darstellten.
In den Patch-Clamp Untersuchungen zeigten wir, dass es durch die Verwendung des
CaMKII-Inhibitors AIP zu einer signifikanten Verringerung der registrierten EADs kam. In
den mit AIP behandelten transgenen Kardiomyozyten konnten keine EADs mehr nachge-
wiesen werden (siehe Kapitel 3.2.1, Abb. 3.2.6).
Als möglichen Pathomechanismus konnten wir vor allem die Tatsache in Betracht ziehen,
dass die CaMKIIδc modulierende Effekte auf den Kalzium-Strom des L-Typ-Ca2+-Kanals
besitzt (Maier et al. 2003; Kohlhaas et al.2006), so dass eine Reduktion von kardialen Ar -
rhythmien in vitro und demzufolge dann auch in vivo, aus der Blockade der CaMKIIδc re-
sultiert. 
 4.2 Die erhöhte CaMKIIδc-Aktivität führt zu einer erhöhten Inzidenz von
frühen und späten Nachdepolarisationen in vitro
Wie zuvor beschrieben zeigten die Aktionspotentialmessungen unter Basalbedingungen
ein erhöhtes Auftreten von arrhythmiefördernden Ereignissen, im Sinne von EADs bei den
TG-Tieren (siehe Kapitel 3.2.1, Abb. 3.2.6). Jedoch konnten kaum DADs und spontane
Aktionspotentiale unter Basalbedingungen beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2.2). Diese
hätte man, aufgrund des in Zusammenhang mit der CaMKII-Überexpression beschriebe-
nem Kalzium-Leaks des SRs, vermuten können (Maier et al. 2003; Kohlhaas et al. 2006;
Guo et al. 2006). Bedingt durch eine CaMKII-abhängige Hyperphosphorylierung des RyR2
konnte im transgenen CaMKIIδc- Mausmodell  ein Kalziumleck des SR nachgewiesen wer-
den, welches in einem erniedrigten SR-Kalziumgehalt mundet (Maier et al. 2003).
47
Diskussion
Diese Kalzium-Sparks konnten bereits in anderen Arbeiten durch die Behandlung von Ka-
ninchenmyozyten mit dem Inhibitor AIP reduziert werden (Currie et al. 2004).
Um eine erhöhte Kalziumbeladung des SRs zu erzielen und somit diesen Effekt der
CaMKII auf Aktionspotenialebene zu zeigen, wurden die Zellen in der vorliegenden Arbeit
unter dem Einfluss von Isoproterenol untersucht. Dies simuliert die bei der Herzinsuffizienz
gesteigerte Symphatikusaktivierung mit folglich erhöhten Katecholaminspiegeln. In Folge
der ß-adrengen Stimulation werden  durch Proteinkinasen (PKA) Proteine phosphoryliert,
welche maßgeblich an der elektromechanischen Kopplung beteiligt sind (Bers 2002).
Die Anwendung von ISO (bei einer Konzentration von 10-8 M) fuhrte zu einer erhöhten In-
zidenz von späten Nachdepolarisationen und spontanen Aktionspotentialen in den trans-
genen Zellen hier zeigte sich in ca. 24 % DADs, wohingegen sich nur in ca. 8 % der WT
DADs registrieren ließen (p< 0,05, siehe Kapitel 3.2.3, Abb. 3.2.8). 
Nach Wu et al. 1999 fuhrt die Verwendung von Isoproterenol zu einem einwärtsgerichteten
Ausgleichstrom während der Diastole. Weiterhin wird von jenen Autoren aufgezeigt, dass
der Natrium-Kalzium Austauscher fur diesen einwärtsgerichteten Ausgleichstrom verant-
wortlich ist. Bewiesen wurde diese Vermutung durch den Ruckgang der Rhythmusstörun-
gen unter Verwendung von XIP (einem Inhibitor des NCX). Im weiteren Verlauf zeigten Wu
et al. (1999), dass die Kalziumfreisetzung durch das SR zur Entstehung von Arrhythmien
beiträgt. Zudem fuhrt die ß-adrenerge Stimulation, durch die CaMKII vermittelt, zu einer
Phosphorylierung des RyR2 (Ferrero et al. 2007). Bereits andere Arbeitsgruppen fanden
heraus, dass das diastolische Kalziumleck durch Katecholamineinfluss CaMKII-vermittelt
ist (Curran et al. 2007). Neuere Ergebnisse von Curran et al. (2014) zeigten zudem, dass
es nach ß-adrenerger Stimulation mittels ISO,  zu einer NO- vermittelten Aktivierung der
CaMKII und folglich zu vermehrten Kalzium-Sparks des SRs kommt. 
Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe uberein. Dort wur-
de gezeigt, dass die CaMKIIδc-Überexpression zu einer Zunahme des Kalzium-Leaks, im
Sinne von Kalzium Sparks fuhrt, welche unter Einfluss von KN-93 oder AIP beziehungs-
weise durch direkte Blockade des SR-Leaks mit Tetracain gesenkt werden konnten (Maier
et al. 2003; Kohlhaas et al. 2006; Sossalla et al. 2010;  Fischer et al. 2013).
Weitere Ergebnisse der AG Maier zeigten, dass die Isoproterenolabhängige Zunahme des
Kalziumtransienten in den konfokalen Messungen der transgenen Zellen stark gemindert
war. Hingegen zeigten sowohl transgene als auch wildtyp Zellen eine ähnliche Zunahme
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der Relaxationsgeschwindigkeit unter ISO. Im Gegensatz dazu stieg der diastolische
Kalziumgehalt der transgenen Zellen aus  CaMKIIδC  uberexprimierenden Mäusen signifi-
kant bei Katecholaminzugabe, dies zeigte sich in einer verdoppelten Zunahme der
Kalzium-Sparks des Sarkoplasmatischen Retikulums, im Gegensatz zu den wildtyp Zellen
unter gleichen Bedingungen. Im Weiteren konnte in der Arbeit von Sag et al. (2009) die
Abnahme der Kalzium-Sparks unter CaMKII-Inhibition auf das Niveau der wildtyp Zellen
gezeigt werden. Um zu beweisen, dass die Abnahme der Kalzium-Sparks direkt von der
CaMKII-Inhibition und nicht von der Abnahme der Kalziumbeladung des SR abhängig war,
wurden die Zellen zusätzlich mit Koffein behandelt. Dabei zeigte sich eine Zunahme des
sarkoplasmatischen Kalziumgehalts, als Resultat konnte das Arrhythmie fördernde
Kalzium-Leak ursächlich auf die CaMKII zuruckgefuhrt werden (Sag et al. 2009).
Dieses beschriebene Kalzium-Leak und die daraus resultierenden Kalzium-Sparks stellen
die Ursache, der auf der Aktionspotentialebene beschriebenen späten Nachdepolarisatio-
nen dar. Folglich decken und ergänzen sich die Erkenntnisse von Sag et al. 2009 mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.
Auch in der Arbeit von Sag et al. 2009 gelang es erst unter Isoproterenolanwendung (10
-7M) späte Kalzium-Leaks (LNSEs) aufzuzeigen, dies wiederum untermauert die in dieser
Arbeit erhobenen Daten auf Aktionspotentialebene. In beiden Arbeiten fuhrte der
β-adrenerge Einfluss bei den transgenen Zellen zu einem signifikanten Anstieg der
arrhythmiefördernden Ereignisse als
LSNEs beziehungsweise DADs.
 4.3 Die erhöhte CaMKIIδc-Aktivität führt zu einer Zunahme von
kardialen Arrhythmien bei transgenen Versuchstieren 
Sowohl in dieser, als auch in anderen Arbeiten zeigten die transgenen herzinsuffiziente
Tiere eine erhöhte Inzidenz von kardialen Arrhythmien in vivo (Wagner et al. 2006). Es
musste allerdings noch der direkte Zusammenhang zur CaMKIIδc hergestellt werden. So-
mit sollte aufgezeigt werden, ob die ventrikulären Arrhythmien primär von der erhöhten
CaMKIIδc-Aktivität oder ursächlich durch die Herzinsuffizienz der transgenen Tiere bedingt
waren (Maier et al. 2003; Wagner et al. 2006; Sag et al 2007).
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Um dies nachzuweisen wurde den transgenen herzinsuffizienten Mäusen der
CaMKIIδc-Inhibitor KN-93 injiziert. Hier zeigte sich ein signifikanter Ruckgang der kardia-
len Arrhythmien, die zuvor in selbigen Versuchstieren in vivo mittels ISO erfasst wurden.
Kein einziges der mit KN-93 behandelten Versuchstiere zeigte kardiale Arrhythmien, wo-
hingegen alle Tiere unter ISO-Einfluss Herzrhythmusstörungen aufwiesen (p<0,05).
Wurde den Tieren jedoch das inaktive KN-92 injiziert, so zeigte sich kein Ruckgang der
kardialen Arrhythmien (siehe Kapitel 3.3, Abb.3.3.1).
Dies zeigt, dass eine Inhibition der CaMKII-Aktivität, zu einem signifikanten Ruckgang der
kardialen Ereignisse fuhrt. Dies korreliert mit den Ergebnissen der in vitro Versuchsreihe
(siehe Kapitel 3.3).
 4.4 Mögliche Bedeutung der CaMKII für die Entstehung von kardialen
Arrhythmien
Die CaMKII-Überexpression fuhrt zu einer und Herzinsuffizienz (Maier et al. 2003). Zudem
zeigt sich bei CaMKII-Überexpression ein vermehrtes Auftreten von kardialen Arrhythmien
(Wagner et al. 2006; Wu et al. 2002; Khoo et al. 2006; Said et al. 2008).
Demzufolge wirkt die Inhibition der CaMKII dem kardialen Remodelling, zum Beispiel nach
massivem ß-adrenergen Einfluss entgegen (Zhang et al. 2005).
In anderen Arbeiten konnte durch Verminderung des CaMKII-Aktivitätslevels das Auftreten
von kardialen Arrhythmien gesenkt werden (Wu et al. 2002; Khoo et al. 2006; Said et al.
2008; Said et al. 2011). In diesen Arbeiten wurde die Inzidenz von DADs durch die Ver-
wendung des Inhibitors KN-93 gesenkt.
Sag et al. (2009) zeigten, dass das Korrelat der Arrhythmien in transgenen
CaMKII-Überxprimierenden Tieren dem sarkoplasmatische Kalzium-Leak entspricht. Die-
ses entspricht den DADs auf Aktionpotentialebene, welche sich im EKG als Arrhythmien
darstellen. Diese Arrhythmien konnten trotz vorhandener Herzinsuffizienz durch eine CaM-
KII-Inhibition unterbunden werden (siehe Kapitel 3.3).
Dabei muss allerdings beachtet werden, dass die CaMKII physiologisch wichtige Funktio-
nen ausubt, wie unter anderem die Erhaltung der Kontraktilität während der Azidose (Sag
et al. 2007; Mattiazzi et al. 2007; Desantiago et al. 2004). 
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 4.5 Mögliche klinische Bedeutung der CaMKII-Inhibition
Die Herzinsuffizienz ist eine zunehmende Erkrankung unserer Zeit. Einer der wichtigsten
Grunde fur die Letalität dieser Erkrankung liegt im Auftreten von kardialen Arrhythmien im
Rahmen der Herzinsuffizienz (siehe Kapitel 1). Demzufolge ist die Erforschung der Ursa-
chen zur Entstehung dieser von deutlicher klinischer Relevanz. Es konnte gezeigt werden,
dass im Myokard von herzinsuffizienten Patienten eine erhöhte CaMKII-Aktivität und
-Expression vorlag. In Untersuchungen aus humanen Zellen bei Vorhofflimmern konnte
eine Hyperphosphorylierung des RyR2 durch die CaMKII ebenso wie ein
CaMKII-abhängiges Kalzium-Leak des SRs nachgewiesen werden (Neef et al. 2010).
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die in anderen Arbeiten beschriebenen
Kalzium-Leaks des SR sich im Aktionspotential als DADs darstellen und den kardialen
Arrhythmien in vivo entsprechen. Am bedeutendsten ist jedoch der signifikante Ruckgang
all jener Ereignisse bei CaMKII-Inhibition (siehe Kapitel 3.2.1 und 3.3).
Zu beachten ist dennoch, dass Neef et al. (2013) eine verminderte Erholungsfähigkeit von
CaMKIIδc-Knockout Mäusen im Rahmen der Azidose zeigten, diese war durch eine insuffi-
ziente SR-Kalzium-Ruckaufnahme bei fehlender CaMKII-Aktivität bedingt. 
Somit leistet die CaMKII einen essentiellen Beitrag zur Erhaltung der Inotropie im Rahmen
der Azidose, zum Beispiel bedingt durch einen Schockzustand. Dies muss beim therapeu-
tischen Überlegungen in der Verwendung von CaMKII-Inhiboteren unbedingt beachtet
werden. In neueren Arbeiten zeigten Woods et al. (2016), dass es auch nach einem Herz-
stillstand mit anschließender Reperfusion, zu einer vermehrten Aktivierung der CaMKII
kommt, welche letztendlich in einer kontraktilen Dysfunktion mundet.  
Eine selektive Inhibition der CaMKIIδ c könnte somit perspektivisch ein neuer Ansatz fur
die Behandlung von kardialen Arrhythmien bei Patienten mit Herzinsuffizienz sein. Dabei
stellen die Erkenntnisse aus den Untersuchungen im Rahmen der Azidose mögliche The-
rapielimtierungen dar. Zudem ist der Langzeiteffekt der CaMKII-Inhibiton auf die Herzmus-
kelzelle noch nicht hinreichend geklärt. Insbesondere ist unklar, wie sich die langfristige
CaMKII-Inhibiton auf die Herzmuskelzelle auswirkt. Schlussendlich könnte jedoch die Inhi-
biton der CaMKII auf genetischer oder pharmakologischer Ebene einen neuen Therapie-





Die vorliegende Arbeit zeigt, dass im Rahmen der Herzinsuffizienz vermehrt kardiale Ar-
rhythmien aufgrund einer erhöhten CaMKII Aktivität, auftreten. Dabei sind diese direkt
CaMKII-abhängig, da sie durch die Inhibition dieser multifunktionalen Proteinkinase ruck-
läufig sind.
Daruber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die CaMKII auf zellulärer
Ebene die Aktionspotentialstruktur in isolierten Kardiomyozyten beeinflusst. Dieser Ein-
fluss äußerte sich im Sinne einer Aktionspotentialverlängerung, sowie dem Auftreten von
fruhen Nachdepolarisationen und schlussendlich unter Katecholamineinfluss in der erhöh-
ten Inzidenz von späten Nachdepolarisationen.
Die auf zelluläre Ebene erhobenen Daten konnten auf transgene Tiere auf Organebene u-
bertragen werden. Hier äußerte sich als Resultat der veränderten Aktionspotentialstruktur
in einem signifikant vermehrtem auftreten von kardialen Arrhythmien bei CaMKII-Überex-
pression, im Gegensatz zu gleichaltrigen wildtyp Tieren. Durch die Inhibition der CaMKII
kam es, sowohl in vivo als auch in vitro, zu einem signifikanten Ruckgang der
Arrhythmieereignisse. 
Somit konnte gezeigt werden, dass das Auftreten von kardialen Arrhythmien ursächlich
durch die erhöhte CaMKII-Aktivität zu Stande kommt und die These widerlegt werden,
dass allein die Herzinsuffizienz zu diesen fuhrt. Dies ist vor allem fur zukunftige therapeuti-
sche Überlegungen auf dem Gebiet der Arrhythmie- Therapie im Rahmen der Herzinsuffi-
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